
























Short) expression  levels on olfactory ensheathing cells  (OECs). Vimentin and glial  fibrillary acid 
protein (GFAP) were also studied. The effect of the pre‐treatment with indicaxanthin from Opuntia 
ficus‐indica  fruit on TG2  expression  levels  and  its  isoforms,  cell viability,  total  reactive oxygen 
species (ROS), superoxide anion (O2−), and apoptotic pathway activation was assessed. The levels 
of Nestin and cyclin D1 were also evaluated. Our findings highlight that OECs exposure to Aβ(1‐
42)  and  its  fragments  induced  an  increase  in TG2  expression  levels  and  a different  expression 
pattern of its isoforms. Indicaxanthin pre‐treatment reduced TG2 overexpression, modulating the 
expression of TG2 isoforms. It reduced total ROS and O2− production, GFAP and Vimentin levels, 
inhibiting apoptotic pathway activation.  It also  induced an  increase  in  the Nestin and cyclin D1 
expression levels. Our data demonstrated that indicaxanthin pre‐treatment stimulated OECs self‐
renewal through the reparative activity played by TG2. They also suggest that Aβ might modify 
TG2  conformation  in  OECs  and  that  indicaxanthin  pre‐treatment  might  modulate  TG2 
conformation, stimulating neural regeneration in Alzheimer’s disease. 









substrate  for  tissue  transglutaminase  (TG2), a ubiquitarian  calcium‐dependent protein 
that  catalyzes  cross‐linking  reactions,  inducing  Aβ  oligomerization  and  aggregation, 
which are typical signs of AD [2]. It also has disulfide isomerase [3], kinase, and GTPase 
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membrane  (20%),  nucleus  (7%),  and  extracellular matrix  [5–7].  The  functions  of  TG2 
depend on its intracellular localization. When it is localized in the cytosol, TG2 controls 
apoptotic processes in a stimuli‐dependent manner, through its transamidating activity 
that  is necessary  for pro‐apoptotic  effects  [6].  Instead, when TG2  is  localized  into  the 
nuclear compartment, it phosphorylates different proteins including retinoblastoma and 
p53, which are known to be substrates for TG2 kinase activity [8]. Furthermore, TG2 is 
present  in  two  isoforms:  short  TG2  (TG2‐S)  and  long  TG2  (TG2‐L),  having  different 
cellular localization that mediates opposite cellular functions [9–11]. In particular, TG2‐S, 




Several  findings  have  reported  that  in  AD  patients,  an  early  sign  of 
neurodegeneration is represented by a reduced function of olfactory performance [12]. In 




even  supporting  an  injured  central  nervous  system  (CNS)  [13–16]. OECs  are  able  to 
stimulate  angiogenesis  and  remyelination;  therefore,  they  play  an  important  role  in 





In  recent  years,  growing  attention  rose  on  neuro‐nutraceuticals  such  as 
indicaxanthin, a phytochemical produced by cactus pear fruit from Opuntia ficus‐indica, L. 
Mill.  [19,20]. Indicaxanthin possesses significant anti‐proliferative, antitumor, and anti‐
inflammatory  effects  both  in  vivo  and  in  vitro  [21,22].  In  addition,  it modulates  the 
reactive oxygen species (ROS) production, prevents mitochondrial damage, regulates cell 










of  cellular  proliferation,  the  effect  of  indicaxanthin  pre‐treatment  on  their  levels was 
tested. Furthermore, its effect on cell viability, on the production of total reactive oxygen 





42)  or  to  the  fragments Aβ(25‐35)  and Aβ(35‐25)  [18], both  in  the  absence  and  in  the 
presence  of  indicaxanthin,  the  3(4,5‐dimethyl‐thiazol‐2‐yl)2,5‐diphenyl‐tetrazolium 
bromide (MTT) test was performed. In our previous studies, we showed that the optimal 
concentration  of  Aβ(1‐42),  Aβ(25‐35),  and  Aβ(35‐25)  was  10  μM  for  24  h  [18].  No 
significant differences between PBS and DMSO‐treated OECs were observed, thus they 
























using  one‐way  analysis  of  variance  (one‐way ANOVA)  followed  by post‐hoc Holm–Sidak  test,  in  order  to  calculate 
significant differences among groups. Data reported represent the mean ± S.D. of five separated experiments in triplicate. 
* p < 0.05 significant differences vs. controls. 




To  identify glial  reactivity after  the  treatment of OECs  exposed  to  the  full native 
peptide Aβ(1‐42) or to Aβ(25‐35) or Aβ(35‐25) fragments both in the absence and in the 




























































quently exposed  to Aβ(1‐42), TG2 was  localized  into  the nucleus. Unlike  in Aβ(25‐35)‐
indicaxanthin pre‐treated cells, the protein was prevalently localized in the cytosol, even 
if some cells showed a low positivity for the protein in the nucleus and nucleoli. A low 
























































of the cells with  indicaxanthin and Aβ(1‐42) exposure  induced a significant  increase of 



























To  verify  the  TG2‐mediated  apoptotic  pathway  in OECs  exposed  to Aβ(1‐42)  or 
Aβ(25‐35),  we  evaluated  the  caspase‐3  cleavage  through  immunocytochemical  tech‐
niques. Figure 8 highlights caspase‐3‐positive OECs exposed  to different conditions. In 
the  controls  (PBS and DMSO),  the positivity of  cells  for  caspase‐3 was  almost  absent. 
When the cells were exposed to Aβ(1‐42) or Aβ(25‐35), strong activation of positive cells 
































expression  levels, when compared with  the controls. When  it was added  to OECs and 
following exposure to Aβ(1‐42), a significant increase of cyclin D1 expression levels, when 



























which  appeared  similar  to  the  levels observed  in  the  controls. When OECs were pre‐
treated with 100 μM of indicaxanthin and subsequently exposed to Aβ(1‐42) or Aβ(25‐35), 



















































































































regulation  [18,39] and  its structural modifications  in  two distinct conformational states 
with different functions [10]. In fact, when the levels of Ca2+ are low and those of guano‐


















































yl)2,5‐diphenyl‐tetrazolium  bromide  (MTT),  dimethyl  sulfoxide  (DMSO),  Lab‐Tek  II 
Chamber‐Slide  Systems,  paraformaldehyde,  and  other  analytical  chemicals were  pur‐
chased from Sigma‐Aldrich (Milan, Italy). Acetic acid and methanol were of LC grade and 
purchased  from Merck  (Milan,  Italy). Trypsin, antibiotics, heat  inactivated  fetal bovine 
serum  (GIBCO),  phosphate  buffer  saline  solution  (PBS),  normal  goat  serum  (NGS, 
GIBCO), modified Eagle medium (MEM) with 2 mM GlutaMAX (GIBCO), nitrocellulose 










Italy). Rabbit monoclonal antibody against cyclin D1 was  from Millipore  (Milan,  Italy). 

















Olfactory bulbs were  removed  from decapitated pups and placed  in  cold  (+4  °C) 
Leibowitz L‐15 medium [40]. Successively, pellets were digested in MEM‐H, containing 
collagenase and trypsin mixture. Trypsinization was stopped by adding DMEM supple‐
mented with 10% FBS  (DMEM/FBS). Cells were  re‐suspended and plated  in  flasks  fed 
with  complete  DMEM/FBS.  Cytosine  arabinoside  (10−5 M),  an  antimitotic  agent, was 
added 24 h after  initial plating,  in order  to  reduce  the number of dividing  fibroblasts. 
OECs were then processed to an additional step transferring from one flask to a new one, 
in order to reduce contaminating cells, following the method by Chuah and Au [41]. When 














μM of  indicaxanthin  for 30 min and subsequently were exposed  to 10 μM Aβ(1‐42) or 
Aβ(25‐35) or Aβ(35‐25). Stock  solutions of  full native peptide Aβ(1‐42), Aβ(25‐35) and 








































































tibody  against  β‐tubulin. Anti‐rabbit  IgG  horseradish  peroxidase–conjugated  and  anti‐
mouse IgG horseradish peroxidase‐conjugated were then used. The expression of each pro‐
tein was visualized  through Western Lightning Plus‐ECL  enhanced  chemiluminescence 





Data  were  statistically  analyzed  using  one‐way  analysis  of  variance  (one‐way 
















































































Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3388  20  of  20 
 
 
16. Pellitteri, R.; Cova, L.; Zaccheo, D.; Silani, V.; Bossolasco, P. Phenotypic modulation and neuroprotective effects of olfactory ensheath‐
ing cells: A promising tool for cell therapy. Stem Cell Rev. Rep. 2016, 12, 224–234. 
17. Franssen, E.H.; de Bree, F.M.; Verhaagen, J. Olfactory ensheathing glia: Their contribution to primary olfactory nervous system regen‐
eration and their regenerative potential following transplantation into the injured spinal cord. Brain Res. Rev. 2007, 56, 236–258. 
18. Pellitteri, R.; Bonfanti, R.; Spatuzza, M.; Cambria, M.T.; Ferrara, M.; Raciti, G.; Campisi, A. Effect of some growth factors on tissue 
transglutaminase overexpression induced by β‐amyloid in olfactory ensheathing cells. Mol. Neurobiol. 2017, 54, 6785–6794. 
19. Mecocci, P.; Tinarelli, C.; Schulz, R.J.; Polidori, M.C. Nutraceuticals in cognitive impairment and Alzhèimer’s disease. Front. Pharmacol. 
2014, 5, 147–158. 
20. Tremocoldi, M.A.; Rosalen, P.L.; Franchin, M.; Massarioli, A.P.; Denny, C.; Daiuto, É.R.; Paschoal, J.A.R.; Melo, P.S.; Alencar, S.M. 
Exploration of avocado by‐products as natural sources of bioactive compounds. PLoS ONE. 2018, 13, e0192577–e0192589. 
21. Naselli, F.; Tesoriere, L.; Caradonna, F.; Bellavia, D.; Attanzio, A.; Gentile, C.; Livrea, M.A. Anti‐proliferative and pro‐apoptotic activity 
of whole extract and isolated indicaxanthin from Opuntia ficus‐indica associated with re‐activation of the onco‐suppressor p16(INK4a) 
gene in human colorectal carcinoma (Caco‐2) cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2014, 450, 652–658. 
22. Allegra, M.; De Cicco, P.; Ercolano, G.; Attanzio, A.; Busà, R.; Cirino, G.; Tesoriere, L.; Livrea, M.A.; Ianaro, A. Indicaxanthin from 
Opuntia ficus indica (L. Mill) impairs melanoma cell proliferation, invasiveness, and tumor progression. Phytomedicine 2018, 50, 19–
24. 
23. Allegra, M.; Tutone, M.; Tesoriere, L.; Almerico, A.M.; Culletta, G.; Livrea, M.A.; Attanzio, A. Indicaxanthin, a multi‐target natural 
compound from Opuntia ficus‐indica fruit: From its poly‐pharmacological effects to biochemical mechanisms and molecular model‐
ling studies. Eur. J. Med. Chem. 2019, 179, 753–764. 
24. Allegra, M.; Carletti, F.; Gambino, G.; Tutone, M.; Attanzio, A.; Tesoriere, L.; Ferraro, G.; Sardo, P.; Almerico, A.M.; Livrea, M.A. In‐
dicaxanthin from Opuntia ficus‐indica crosses the blood‐brain barrier and modulates neuronal bioelectric activity in rat hippocampus 
at dietary‐consistent amounts. J. Agric. Food Chem. 2015, 63, 7353–7360. 
25. Choi, J.; Malakowsky, C.A.; Talent, J.M.; Conrad, C.C.; Carroll, C.A.; Weintraub, S.T.; Gracy, R.W. Anti‐apoptotic proteins are oxidized 
by Aβ25–35 in Alzheimer’s fibroblasts. Biochim. Biophys. Acta 2003, 1637, 135–141. 
26. Chen, C.L.; Wang, L.J.; Yan, Y.T.; Hsu, H.W.; Su, H.L.; Chang, F.P.; Hsieh, P.C.H.; Hwang, S.M.; Shen, C.N. Cyclin D1 acts as a barrier 
to pluripotent reprogramming by promoting neural progenitor fate commitment. FEBS Lett. 2014, 588, 4008–4017. 
27. Safouris, A.; Tsivgoulis, G.; Sergentanis, T.N.; Psaltopoulou, T. Mediterranean diet and risk of dementia. Curr. Alzhèimer Res. 2015, 12, 
335–349. 
28. Rudrabhatla, P. Regulation of neuronal cytoskeletal protein phosphorylation in neurodegenerative diseases. J. Alzheimer’s Dis. 2014, 
41, 671–684. 
29. Osborn, L.M.; Kamphuis, W.; Wadman, W.J.; Hol, E.M. Astrogliosis: An integral player in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. 
Prog. Neurobiol. 2016, 144, 121–141. 
30. Djordjevic, J.; Jones‐Gotman, M.; De Sousa, K.; Chertkow, H. Olfaction in patients with mild cognitive impairment and Alzheimer’s 
disease. Neurobiol. Aging 2008, 29, 693–706. 
31. Vasavada, M.M.; Martinez, B.; Wang, J.; Eslinger, P.J.; Gill, D.J.; Sun, X.; Karunanayaka, P.; Yang, Q.X. Central olfactory dysfunction 
in Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment: A functional MRI study. J. Alzheimer’s Dis. 2017, 59, 359–368. 
32. Aqrabawi, A.J.; Kim, J.C. Topographic organization of hippocampal inputs to the Anterior Olfactory Nucleus. Front. Neuroanat. 2018, 
12, 12–19. 
33. Campisi, A.; Spatuzza, M.; Russo, A.; Raciti, G.; Vanella, A.; Stanzani, S.; Pellitteri, R. Expression of tissue transglutaminase on primary 
olfactory ensheathing cells cultures exposed to stress conditions. Neurosci. Res. 2012, 72, 289–295. 
34. Campisi, A.; Caccamo, D.; Li Volti, G.; Currò, M.; Parisi, G.; Avola, R.; Vanella, A.; Ientile, R. Glutamate‐evoked redox state alterations 
are involved in tissue transglutaminase upregulation in primary astrocyte cultures. FEBS Lett. 2004, 578, 80–84. 
35. Mputhia, Z.; Hone, E.; Tripathi, T.; Sargeant, T.; Martins, R.; Bharadwaj, P. Autophagy modulation as a treatment of amyloid diseases. 
Molecules 2019, 24, 3372–3392. 
36. Gambino, G.; Allegra, M.; Sardo, P.; Attanzio, A.; Tesoriere, L.; Livrea, M.A.; Ferraro, G.; Carletti, F. Brain distribution and modulation 
of neuronal excitability by indicaxanthin from Opuntia ficus indica administered at nutritionally‐relevant amounts. Front. Aging Neu‐
rosci. 2018, 10, 133–144. 
37. Tesoriere, L.; Attanzio, A.; Allegra, M.; Gentile, C.; Livrea, M.A. Phytochemical indicaxanthin suppresses 7‐ketocholesterol‐induced 
THP‐1 cell apoptosis by preventing cytosolic Ca(2+) increase and oxidative stress. Br. J. Nutr. 2013, 110, 230–240. 
38. Tatsukawa, H.; Furutani, Y.; Hitomi, K.; Kojima, S. Transglutaminase 2 has opposing roles in the regulation of cellular functions as 
well as cell growth and death. Cell Death Dis. 2016, 7, e2244–e2256. 
39. Wilhelmus, M.M.; Jongenelen, C.A.; Bol, J.G.J.M.; Drukarch, B. Interaction between tissue transglutaminase and amyloid‐beta: Protein‐
protein binding versus enzymatic crosslinking. Anal. Biochem. 2020, 592, 113578, doi:10.1016/j.ab.2020.113578. 
40. Pellitteri, R.; Spatuzza, M.; Russo, A.; Stanzani, S. Olfactory ensheathing cells exert a trophic effect on the hypothalamic neurons in 
vitro. Neurosci. Lett. 2007, 417, 24–29. 
41. Chuah, M.I.; Au, C. Cultures of ensheathing cells from neonatal rat olfactory bulbs. Brain Res. 1993, 601, 213–220. 
42. Grasso, R.; DellʹAlbani, P.; Carbone, C.; Spatuzza, M.; Bonfanti, R.; Sposito, G.; Puglisi, G.; Musumeci, F.; Scordino, A.; Campisi, A. 
Synergic pro‐apoptotic effects of Ferulic Acid and nanostructured lipid carrier in glioblastoma cells assessed through molecular and 
Delayed Luminescence studies. Sci. Rep. 2020, 10, 4680–4693. 
